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Védecka priprava pro Zubni Iékarstvi — cviCeni
Mateiské obory: Zubni |ékafstvi (program LF, M-ZL)

Cile: Studenti ziskaji praktické zkuSenosti s molekularné biologickymi analyzami, které jsou
rutinné vyuzivany ve stomatologickém vyzkumu i pfi diagnostice pacientll s onemocnénim
(nejenom) ustni dutiny.

Napln cvi€eni: Studenti se seznami s odbérem vzorku ze sliznice dutiny ustni, s naslednym
postupem izolace DNA a s metodikou real-time PCR. Studenti budou mit moznost si stanovit
dva jednonukleotidové polymorfizmy v genu pro methylentetrahydrofolat reduktazu (MTHFR),
coz je enzym sehravajici dulezitou roli v metabolické pfeméné kyseliny listové. Studenti se v
ramci cvieni nauci predikovat fenotyp (schopnost metabolizovat kyselinu listovou) po
sestaveni haplogenotypu MTHFR. Pokud budou analyzu délat na svych vlastnich vzorcich
bukalnich stér(, tak jim tato informace muze byt prospésna v prevenci nékterych onemocnéni.
Studentim, ktefi nebudou chtit analyzovat své vlastni vzorky, bude poskytnuta moznost
izolovat anonymni vzorky, které jsou uréeny na vyzkum.
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1. Teoreticky uvod
Folaty a methylentetrahydrofolat reduktaza

Folat je obecny termin pouzivany k oznaleni rtznych chemickych forem ve vodé
rozpustného vitaminu B9 a jeho derivatl. V nékterych potravinach, jako jsou napfiklad citrusy,
lusténiny, jatra, kvasnice a listova zelenina, se pfirozené vyskytuji folaty ve formé tzv.
pteroylpolyglutamatd. Ty jsou ve stfevech hydrolyzovany na pteroylmonoglutamaty, které
prechazeji do krevniho fecisté a jsou konvertovany na tetrahydrofolat. Potravinové dopliky a
potraviny uméle obohacené o folaty obsahuji nejcastéji kyselinu pteoryl-monoglutamovou,
znamou pod oznacenim kyselina listova. Ta musi byt nejprve pomoci jaterniho enzymu
dihydrofolat reduktazy metabolizovana na dihydrofolat a az nasledné na tetrahydrofolat.
Metylaci tetrahydrofolatu pak vznika 5,10-methylentetrahydrofolat, ktery je zapojen do
methioninového  cyklu.!? Redukci této slouceniny pomoci klicového enzymu
methylentetrahydrofolat  reduktazy = (MTHFR) vznikd aktivni forma  folatu, 5-
methyltetrahydrofolat, ktery slouzi v nasledné reakci jako donor methylové skupiny, ktera je
vyuzita pro remethylaci homocysteinu a vznik esencidlni aminokyseliny methioninu,® viz
obrazek 1.
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/ tetrahydrofolat methionin

5,10-methylentetrahydrofolat
@\’ homocystein
5-methyltetrahydrofolat

Obrazek 1: Zjednodu$ené schéma metabolizace pfirodnich a syntetickych folata (vytvofeno
pomoci programu BioRender.com)

Folaty nejsme schopni sami syntetizovat a jsme tedy zavisli na jejich pfijmu z potravy.
Pro dospélé osoby se doporucuje 400 ug ekvivalentu folatu denné, pro t€hotné zeny az 600
Mg. Typicka strava vétSiny evropskych zemi je vSak, co se tyCe obsahu folatu, deficitni. Navic
jejich vstfebatelnost ovliviiuje mnoho faktor(i, pfedevSim zalezi na formé folatu (syntetické
folaty se vstfebavaji Iépe nez pfirodni), dlouhodobém uzivani nékterych léki a konzumaci
alkoholu. Kromé toho jsou folaty termolabilni a citlivé na svétlo. Situaci komplikuje také fakt,
Ze néktefi jedinci maji problém s jejich metabolizaci.*®

Variabilita v genu pro methylentetrahydrofolat reduktazu

Existuji dva jednonukleotidové polymorfizmy C677T a A1289C nachazejici se v genu
kodujiciho enzym MTHFR, které snizuji enzymatickou aktivitu MTHFR a negativné plsobi na
pfeménu homocysteinu.® Jednonukleotidovym polymorfizmem (SNP z anglického single-
nucleotide polymorphism) rozumime substituci jednoho nukleotidu v molekule DNA. V téchto
dvou konkrétnich pfipadech se jedna o zameénu cytosinu (puavodni alela) za tymin (mutantni
alela) na 677 pozici genu MTHFR (C677T) a zaménu adeninu (plvodni alela) za cytosin
(mutantni alela) na 1298 pozici genu MTHFR (A1298C). Mutantni alela maze vzniknout bud
,de novo“ nebo ji mizeme zdédit od svych rodi€u. Protoze se oba SNPs nachazeji v tzv.
kodujici oblasti DNA, mohou mit mutace vliv na vysledny genovy produkt, tedy na samotny
enzym MTHFR.

Kazdy gen je vdiploidni bunce vyjadien dvéma alelami, které dohromady tvofi
genotyp. Nositelim stejnych alel fikame homozygoti, nositelé riznych alel jsou oznaovani
jako heterozygoti. U homozygotd CC (v pfipadé polymorfizmu C677T) a AA (v pfipadé
polymorfizmu A1298C) zustava enzymova aktivita MTHFR nezménéna. V pfipadé
heterozygotl, tedy jedincu, ktefi maji jednu alelu mutantni, je enzymova aktivita MTHFR
snizena. Homozygoti s obéma mutantnimi alelami, tedy s genotypem TT (v pfipadé
polymorfizmu C677T) nebo genotypem CC (v pfipadé polymorfizmu A1298C) mivaji aktivitu
tohoto enzymu redukovanou az o 70 %, viz obrazek 2. Navic maji oba polymorfizmy na
vysledny fenotyp aditivni efekt. To znamena, Ze jedinec s kombinaci genotypl TT (C677T) a
CC (A1298C), tedy haplogenotypem TTCC, ma aktivitu enzymu MTHFR nejnizsi, viz tabulka
1.
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polymorfizmus
Ce77T

homozygot heterozygot homozygot

genotyp: CC CT 1T
fenotyp: 100% aktivita ! aktivita 1 ! aktivita
MTHFR MTHFR MTHFR

polymorfizmus
A1298C

homozygot heterozygot homozygot

genotyp: AA AC CC
fenotyp: 100% aktivita  laktivita | laktivita
MTHFR MTHFR MTHFR

Obrazek 2: Polymorfizmy v genu pro methylentetrahydrofolat reduktazu (MTHFR C677T;
A1298C) a jejich vliv na aktivitu enzymu MTHFR (vytvofeno pomoci programu
BioRender.com)
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Tabulka 1: Jednotlivé haplogenotypy vzniklé kombinaci genotypt obou SNPs

SNP A1298T A1298T A1298T
genotyp AA genotyp AC genotyp CC
C677T CCAA CCAC CCccC
genotyp CC | 100% aktivita MTHFR 80% 60%
Ce77T CTAA CTAC CTCC
genotyp CT 65% 50% 30%
C677T TTAA TTAC TTCC
genotyp TT <30% <30% <10% aktivita MTHFR

Onemocnéni asociovana s nedostatkem vitaminu B9 a enzymopatii MTHFR

Nedostatecna saturace obyvatelstva folaty v kombinaci se snizenou aktivitou MTHFR
enzymu se manifestuje na urovni rychle se délicich bunék (lymfocyty, erytrocyty) nejCastéji
jako megaloblasticka anémie, ale také jako hyperhomocysteinémie a porucha syntézy DNA.
Vsechny tyto symptomy jsou rizikovymi faktory kardio- a cerebrovaskularnich chorob
a defektl neuralni trubice b&hem prenatalniho vyvoje.>’

Vrozené vyvojové vady a hormonalni antikoncepce

PFi nedostatku kyseliny listové v téhotenstvi hrozi riziko vrozenych vyvojovych vad (mj.
rozStépovych vad), potratu &i pfed€asného odlouéeni placenty. Nedostatek kyseliny listové
muze také snizovat plodnost, a proto je vhodné pfed planovanym pocetim tento vitamin
doplhovat. PredevSim zeny s jednostrannou stravou, kufacky a Zeny uzivajici oralni
hormonalni antikoncepci maji vyrazné snizené hladiny kyseliny listové. Pfitom po vysazeni
hormonalni antikoncepce se bez suplementace folata jejich pavodni koncentrace obnovi az za
zhruba tfi mésice.?®

Kardiovaskularni choroby

ZvySena koncentrace homocysteinu v krvi je také spojovana s oxidacnim stresem,
posSkozenim endotelu, zvySenim trombogenicity a rizikem rozvoje ateroskler6zy. Nedavna
meta-analyza potvrdila, Ze uzivani kyseliny listové vede k redukci koncentrace homocysteinu
a vyraznému snizeni rizika cévni mozkové prihody!° a ischemické choroby srdec¢ni.

Recidivujici aftézni stomatitida

Recidivujici aftézni stomatitida oznaCovana také jako RAS (z anglického recurrent
aphthous stomatitis) je chronické onemocnéni sliznic dutiny ustni projevujici se tvorbou
bolestivych erozi az ulceraci. Jedna se multifaktoridlni onemocnéni, v jehoz etiopatogenezi
mohou hrat roli lokalni trauma, potravinové alergie, mikrobialni dysbiéza, infekéni agens,
stres, hormonalni zmény, imunologicky profil pacienta, geneticka predispozice i nutriéni
faktory (deficit kyseliny listové, Zeleza a vitaminu B12). LécCba RAS je zatim pouze
symptomaticka a odpovéd na ni neni u nékterych pacientt dostate¢na.*?

Dle porovnani udaja z tzv. ,diet history“ dotaznikd bylo zjisténo, Ze pacienti s RAS maji
v porovnani se zdravou populaci vyznamné nizs$i denni pFijmy vitaminu B12 a folatu.®* Navic
maji tito pacienti v krvi signifikantné vy8si koncentraci homocysteinu a niz8i koncentraci

Védecka pfiprava pro zubni Iékafstvi — cvieni



8/17

hemoglobinu, Zeleza, vitaminu B12 a kyseliny listové.'* Nizs§i koncentrace vitaminu B12, folatu
a ferritinu byla u pacientd s RAS nalezena také ve slinach.® Kalkan et al. (2014) spojili
mutantni alelu T a genotyp TT polymorfizmu C677T s vét§im poctem oralnich ulceraci
u pacientll s timto onemocnénim.® Jedincum trpicim RAS, ktefi maji snizenou schopnost
metabolizovat folaty, mize byt v ramci personalizované profylaxe indikovana modifikovana
Skachova vitaminova kara (aktivni folat, vitamin B6 a vitamin D3).%

Gingivitida a zubni kaz

Gingivitida (zanét gingivy) je pomérné bézné se vyskytujici onemocnéni. Pfi jeho
v€asné diagndze a léché Ize predchazet dalSimu poSkozovani tkané a vzniku parodontitidy.
Hlavnim rizikovym faktorem pro rozvoj tohoto onemocnéni je Spatna ustni hygiena dovolujici
akumulaci zbytku stravy a vznik biofilmu. Bakterie pak napadaji slizni¢ni buriky a poskozu;ji je,
coz spousti imunitni odpovéd a dalSi rozvoj zanétu. DalSimi rizikovymi faktory jsou: koufeni
a hormonalni zmény.*® Pouzivanim Ustni vody obsahujici 5 mg/5 ml folatu 2 krat denné po
dobu 4 tydnd doslo u jedincl s gingivitidou ke snizeni po¢tu mist se zménou barvy sliznice
a krvacenim v dusledku gingivitidy v porovnani se skupinou pacientl se zanétem dasni, ktefi
uzivali placebo.?® Protektivni efekt na vyskyt krvaceni gingivy ma i pfijem kyseliny listové, coz
mUZe predstavovat novy klinicky cil pro Ié¢ebnou intervenci na podporu zdravi dasni.?°

Zubni kaz je v populaci velmi rozSifené onemocnéni poskozujici tvrdé zubni tkané.
Vznika plsobenim bakterii pokryvajicich povrch zubu, které metabolizuji fermentovatelné
sacharidy z potravy na organické kyseliny. Ty pak demineralizuji sklovinu a snizuji jeji tvrdost.
K rozvoji této choroby pfispivaji faktory environmentalni i genetické.? Vysoké mnoZstvi
homocysteinu jako oxidativniho markeru ve slinach v disledku snizeného pfijmu folatd,
ovliviiuje kariézni aktivitu.?>2® Navic se zda, Ze pavodni (wild type) alely polymorfizmu C677T
a A1298C v genu MTHFR, které neovliviiuji metabolizaci folatd, jsou protektivnimi faktory proti
rozvoji obou téchto oralnich onemocnéni - gingivitidy i zubniho kazu u déti ceské populace.?*

Deficit folatll Ize feSit prostfednictvim potravinovych doplikd nebo potravin uméle
obohacenych o folat. Pro jedince s metabolickymi defekty zplUsobenymi polymorfizmy
v MTHFR je v8ak vhodné suplementovat folaty pfimo v podobé 5-methyltetrahydrofolatu
(aktivniho folatu) a zabranit tak hromadéni nepfeménéné kyseliny listové v perifernim obéhu
a jejim potencialné negativnim Gc¢inktim.?
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2. Prakticka cast

V praktické ¢asti cvi€eni studenti provedou pacientovi (studentovi) stér z bukalni sliznice
dutiny ustni. Jedna se o jednoduchou, neinvazivni metodu odbéru epitelialnich bunék bukalni
sliznice, ze kterych Ize izolovat DNA v dostate€ném mnozstvi a kvalité pro nasledné
molekularné-biologické analyzy. Studenti budou mit moznost sami si vyzkouset izolaci DNA,
zjistit jeji kvalitu a kvantitu, pfipravit g°PCR, vyhodnotit a interpretovat vysledky.

2.1. Odbér biologického materialu

Pacient by pfed odbérem nemél 1 hodinu jist, pit (kromé vody) a provadét ustni hygienu.
Stér epitelialnich bunék z bukalni sliznice se provadi odbé&rovym kartackem.

Navod:

- nasadte si ochranné rukavice

- vyjméte kartd€ek z obalu, aniz byste se s nim c&ehokoliv dotkli, manipulujte
s kartackem pouze za konec ty€inky, viz obrazek 3

Obrazek 3: Manipulace s odbérovym kartaCkem

- tfete a rotujte kartackem po sliznici obou tvafi asi 1-2 minuty, viz obrazek 4

Obrazek 4: Odbér bunék z bukalni sliznice

- vlozte kartaCek do zkumavky s lyzaCnim roztokem a proteinazou K a ve zlomovém
bodé odlomte ty&inku
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Obrazek 5: Odlomeni kartacku do lyza¢niho roztoku s proteinazou K

2.2. lzolace DNA

Existuji rdzné techniky extrakce DNA, izolace DNA pomoci komeréné dostupnych
silikatovych kolonek je jednou znich. Nejprve je nutné rozrusit plazmatické a jaderné
membrany epitelidlnich bunék, aby doslo k uvolnéni DNA. K tomu slouzi lyzaéni roztok, jehoz
hlavni komponentou je detergent a chaotropni €inidlo. Celému procesu pomaha enzym
proteinaza K, ktera kromé bilkovin také degraduje RNazy a DNazy (enzymy Stépici nukleove
kyseliny). Po lyze bunék se uvolnéna DNA srazi 96% biologicky Cistym etanolem a nasledné
je pfenesena na silikatovou kolonku. Vazba DNA na silikatovou kolonku je ve vysoké
koncentraci chaotropnich soli zprostfedkovana prostfednictvim vodikovych vazeb.
P¥i centrifugaci je za téchto podminek DNA zachycena na kolonce, ostatni sloZky kolonkou
proteCou. Eluce DNA z kolonky probiha pfidanim vody nebo pufru s nizkym obsahem soli
a opétovnou centrifugaci.

Navod:

- zkumavku se 400 pl lyza€niho roztoku T1 a 25 pl proteindzy K vortexujeme 2 x 5
sekund, viz obrazek 6

Obrazek 6: I1zolaéni kit (vlevo) a vortex (vpravo)
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- zkumavku kratce stoc¢te na centrifuze, umistéte do termostatu a inkubujte 10 minut
pii teploté 56 °C a 600 rpm, viz obrazek 7

Obrazek 7: Centrifuga (vlevo), termostat (vpravo)
- pomoci sterilni pinzety odstrarite kartaéek ze zkumavky
- pfidejte 400 pl roztoku B3 a inkubujte 5 minut pfi 70 °C
- vyjméte zkumavku z termostatu a nechte ji vytemperovat na laboratorni teplotu
- pFidejte 400 pl 96% biologicky Cistého etanolu
- vortexujte 2 x 5 sekund a kratce stocte na centrifuze
- pfeneste 600 pl roztoku na kolonku a centrifugujte 1 minutu pfi 11 000 x g (rcf)
- odstrante supernatant a vrat'te kolonku zpét do zkumavky
- preneste dalSich 600 pl roztoku na kolonku a opakujte postup

- pfeneste zbylé mnozstvi roztoku na kolonku a centrifugujte 1 minutu pfi 11 000 x g
(rcf)

- preneste kolonku do nové zkumavky

- pFidejte 50 pl roztoku B5 a centrifugujte 1 minutu pfi 11 000 x g (rcf)

- znovu pridejte 50 pl roztoku B5 a centrifugujte 2 minuty pfi 11 000 x g (rcf)
- preneste kolonku do nové 1, 5 ml zkumavky s viCkem

- pfidejte 20 pl roztoku BE pfimo doprostied kolonky a centrifugujte 1 minutu pfri
11 000 x g (rcf)

- odstrante kolonku a zkumavku nechte s otevienym vickem 30 minut pfi pokojové
teploté pro vyprchani zbylého etanolu
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2.3. Stanoveni kvality a kvantity izolované DNA

Mnozstvi a kvalita izolované DNA se nejCastéji stanovuje spektrofotometricky. Nukleové
kyseliny maji maximum absorpce svétla pfi 260 nm. NanoDrop umoznuje také stanovit Cistotu
nukleovych kyselin jako pomér absorbance 260/280 nm a 260/230 nm. Pro dal$i molekularné
biologické analyzy by se méla koncentrace izolované DNA pohybovat okolo 50 ng/ul. Pomér
absorbance 260/280 by mél byt = 1,8. Pokud je tento pomér mensi nez 1,8 ukazuje to na
kontaminaci bilkovinami, protoze tryptofan a dalSi aminokyseliny maji maximum absorpce
svétla pfi 280 nm. Pomér absorbance 230/260 by se mél pohybovat okolo 2. NizSi hodnota
ukazuje na kontaminaci organickymi Cinidly pouzivanymi pfi extrakci (guanidin apod.).
Kontaminovana DNA Ize purifikovat presrazenim etanolem nebo pomoci magnetickych
kulicek, vzdy ale za cenu ztraty urcitého mnozstvi DNA.

Navod:

- do mista prachodu paprsku naneste 2 pl eluéniho roztoku (BE), viz obrazek 8

f —

Obrazek 8: Naneseni vzorku na NanoDrop
- zmacknéte tlacitko BLANK a vyCkejte, az pFistroj nastavi blank
- setrete kapicku bunic¢inou
- na stejné misto naneste 2 pl vzorku DNA
- zmacknéte tlacitko MEASURE a vyCkejte na vysledek
- setfete kapicku bunicinou

- zaznamenejte a vyhodnotte vysledek

2.4. qPCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je zakladni molekularné biologické metoda
umoziujici amplifikovat (namnozit) ur€ity usek DNA. Tato metoda ma mnoho modifikaci,
vtomto cviCeni si vyzkouSime PCR vrealném c&ase (gPCR) s vyuzitim fluorescenéné
znaCenych TaqMan sond. ZaCneme pripravou reakéniho mixu, ten kromé vody a pufru
obsahuje také nukleotidy (adenin, tymin, guanin a cytosin) — stavebni kameny pro nové vlakno
DNA, DNA polymerazu — enzym zaclenujici tyto stavebni kameny do nové vznikajiciho

13/17 Védecka pFiprava pro zubni IékaFstvi — cvieni



fetézce a hofeCnaté ionty jako katalyzatory celé této reakce. Dale se do reakce pfida TagMan
sonda obsahujici primery, které jsou komplementarni k uréitému useku na MTHFR genu a na
kterych DNA polymeraza zahajuje syntézu nového viakna DNA a samotnou sondu (dva druhy
oligonukleotidu, kazdy s jinym fluoroforem), ktera je komplementarni k mistu na MTHFR genu,
kde se nachazi polymorfizmus. Napfiklad v pfitomnosti nukleotidu A v misté polymorfizmu
naseda oligonukleotid s fluoroforem VIC a v pfipadé nukleotidu G naseda oligonukleotid
s fluoroforem FAM. Po smichani reakéniho mixu s DNA ziskdme reakéni smés, kterou
umistime do PCR cycleru.

Samotna PCR reakce se sklada z nékolika fazi. Prvni faze je denaturace, kdy se vlakna
dvouretézcové DNA rozmotaji, a vysledkem je jednofetézcova DNA. Probiha obvykle pfi
teploté 95 °C. Nasledné se teplota snizi na teplotu annealingu, tedy nasedani primert na
komplementarni useky DNA. Teplota se vtomto kroku muaze lisit, ale u TagMan sond je
zpravidla 60 °C. Soucasné vtomto kroku DNA polymeraza naseda na primer a zacina
syntetizovat novy fetézec DNA. Schopnost DNA polymerazy ale neni pouze syntéza nového
fetézce, ale také odstranovani nukleotidl, které ji pfi syntéze nového vlakna stoji v cesté
(exonukleazova aktivita). Proto, kdyz DNA polymeraza narazi na oligonukleotid s fluoroforem,
odstrani ho. Fluorofor je na oligonukleotid vazany spolu se zhaSe€em fluorescence, v tomto
stavu tedy nejsme schopni zaznamenat jeho zareni. V okamziku, kdy DNA polymeraza
odstranuje jednotlivé nukleotidy tvofici oligonukleotid, se fluorofor uvolni od zhasece a pfistroj
zaznamena fluorescenci, viz obrazek 9. My tak mizeme sledovat narlst fluorescence, ktery je
umérny mnozstvi vznikajiciho amplifikaéniho produktu v realném case.

forward primer TagMan sonda
3 —= >

5 3

reverse primer

r 3

<
%

Obrazek 9: Princip PCR pfi pouziti TagMan sond (vytvofeno pomoci programu
BioRender.com)

Navod:

- do 1,5 ml zkumavky napipetujte reagencie dle tabulky a pFipravte reakéni mix

. koncentrace koncentrace obiem
reagencie zasobniho roztoku v reakci J
Master Mix 2X 1x 10 pl
Primer-probe Mix 4x 1x 5yl
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- reak&ni mix vortexujte 2 x 5 sekund

- preneste 15 pl reakéniho mixu do reakéni desticky/stripu

- pridejte 5 gl DNA/negativni kontroly (vody)/pozitivni kontroly
- zalepte desticku folii

- kratce stocte, viz obrazek 10

Obrazek 10: Centrifugace PCR desticky

- na LightCycler 96 Roche nastavte program

program teplota ¢as pocet cyklu
denaturace 95°C 600 sekund 1x
dvou-krokova 95°C 10 sekund 40x
amplifikace 60 °C 30 sekund

- umistéte do LightCycler 96 Roche a spustte program, obrazek 11

Obrazek 11: Umisténi desti¢ky v LightCycleru 96 Roche

- vyhodnotte vysledek, viz obrazky 12-15
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Obrazek 12-15: Grafy znazornujici jednotlivé genotypy
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2.5. Vyhodnoceni

Vypracujte protokol (viz nize), kde uvedete koncentraci a kvalitu izolované DNA,
vyhodnotite genotyp obou stanovenych polymorfizmi v genu MTHFR a na zakladé
sestaveného haplogenotypu urite pfedpokladany fenotyp pacienta (schopnost metabolizovat
kyselinu listovou). Do protokolu dale uvedte, co byste jako zubni lékafi, doporucili pacientovi
s timto nalezem.

VysSetreni na pritomnost polymorfizma C677T a A1289C genu MTHFR

Metoda: TagMan PCR

Kéd vzorku:

Vstupni material:

_ Cistota DNA
Koncentrace DNA: (260/280):
Cistota DNA
(260/230):
Genotyp:
Ce77T: A1289C:
Haplogenotyp (C677T/A1289C):.

Fenotyp:

Doporuceni:
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